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ポリオウイルス抗血清の特異性の解析と抗血清存在下の
　　　　　　　　継代によるウイルス抗原変異の誘起
第1編 ポリオウィルスMahoney株抗血清の作製とその特異性の解析
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Analysis　of　Specificities　of　Antisera　against　Poliovirus　and
　　　　　　Induction　of　Antigenic　Variation　of　Poliovirus
　　　　　　　　　in　the　Presence　of　Homologous　Antisera
　　　I．Preparation　of　Antisera　against　Poliovirus　Mahoney
　　　　　　　　　　Strain　and　Analysis　of　Their　Speci丘cities
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　　　By　prQpagating　poliovirus（Mahoney　strain）in　the　presence　of　equine　sera　containing　poliovirus
inhibitors，　we　prepared　previously丘ve　di任erent　inhibitor－resistant　mut母nts　of　Mahoney　strain　origin．
In　additiQn，　by　abso．rbing　anti－Mahoney　rabbit　serum　with　these　mutaHts，丘ve　mQnospeci丘。　ant1bQdies
（HN31，　H　33，　H520，　HS　77　and　HN　ll　antibQdie．s）showing　mutually　different　speci丘cities　in　neμtralization
reaction　were　isolated．
　　　In　the　present　study，　an　ef［o．rt　was　made　to　search　fQr　new　inhibitors　with　diflerent　speci且city　using
425bovine　and　200　equine　sera．　Further，　by　examining　rabbit　antisera　prepared　against　Mahoney　strain，
an　individual　dif［erence　in　the　specificity　of　antiserum，　and　a　sequential　change　in　the　composition　of
antibodies　contained　in　antiserum　during　the　course　of　immunization　were　investigated．
　　　1）As　a　result　of　scre．ening　of　animal　sera，　B1826，　a　new　inhibitory　bovine　serum　dif［ering　in　its
speci丘city　frorn　the　previous　ones　was　detected．　Then，　by　absorbing　anti－Mahoney　serum　with　the
mutant　Mahoney　strain　resistant　to　this　i且hibitor．（M－B1826），　a　new　monospeci丘。　antibody（designated　as
B1826　antibody）was　isolated．
　　　2）Injection　into　rabbits　of　reユatively　small．amount　of　antigen（4×106　PFU）resulted　in　IgM　antibody
response　alone，　while　im血unization　with　relatively　large　amount　of　antigen（6×108　PFU　or　more）could
produce　IgG　as　well　as　IgM　antibody．
　　　3）Analysis　of　the　composition　of　hyperimmune　antisera　obt鼠ined　from　seven　rabbits　revealed
individual　differences　in　antibody　composition；one　serum（from　R2）contained　all　of　the　six　monospecific
antibodies　examined，　three（from　R5，　R6　and　R7）contained　five　monospeci丘。　antibodies，　two（from　Rl
and　R3）comprised　four　antibody　components　and　the　remaining　one（from　R4）comprised　only　three
antibodies．
　　　4）These　results　and　the　sequential　change　of　antibody　composition　i皿antiserum　with　the　advance　of
immunization　indicated　that　HN31　and　H　33　antibodies　tended　to　be　produced五rst，　followed　by　B　1826，
HS　77　and　HNll　antibodies，　while　H520　alltibody　tended　to　appear　last　and　in　small　amount．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　OctQber　8，1977　and　accepted　December　12，1977）
A．緒 言
単純なあるいは複雑な抗原性を有する同一抗原の免疫に
より，免疫後の経過と共に，ある．いは用いた動物の種や個
体によって，産生される抗体の反応性に多様性が存在する
ことが知られている1・2・40．〉・
　　ウイルスに対する免疫に関しては，Regenmorte13＞はタ
バコモザイクウイルスに対して産生された抗体に多様性が
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存在することを述べ，またLoor4）は同ウイルスを家兎に
免疫して経時的に抗血清の反応性を調べることにより抗体
の特異性が時間と共に変化していくことを述べている・イ
ンフルエンザウイルス5），口蹄疫ウイルス6），単純ヘルペス
ウイルス7）などについても同様の研究が報告されている・
すなわち，これらのウイルスに対する抗血清と抗血清の作
製に用いたウイルス株ならび近縁に株との反応性をみる
と，早期血清と後期血清では特異性が異なり，また同じ
IgMあるいはIgGでも免疫早期と後期とではその特異性
が異なることが知られている．
　一方，人腸内ウイルスの1種ポリオウイルスに対して正
常動物血清のあるものはウイルス中和活性を有しているこ
とが知られており，この活性物質（Poliovirus　inhibitors，
以下インヒビターと省略）は大部分免疫グロブリンと考え
られている8）．Urasawaら9）およびHashimotolo）はイ
ンビターを含む動物血清の存在下でポリオウイルス（1型
Mahoney株〉の増殖を行い，用いたインヒビターに対し
て中和されないウイルス株（インヒビター抵抗性株）を多
数作製した・これら多数の抵抗性株とその作製に用いたイ
ンヒビター血清との交差中和試験の結果，Urasawaら9）
は特異性の異なるインヒビターを含む5種のウマ血清を選
出した．
　次いでこれら5種のインヒビター血清に対する抵抗性変
異株の各々でMahoney株抗血清を吸収することにより，
インヒビター同様の特異性を有する5種類の異なる抗体成
分を得た9）．
　坤輿では以上の成果を基礎とし，1）ウシ血清のスクリー
ニングによる上記5種以外の新たな特異性のインヒビター
の検索，2）Mahoney株の長期免疫で作製した家兎抗血清
の特異性の解析に基づく個体による産生抗体の相違，3）免
疫経過に伴う抗血清の組成の変化について検討した成績を
述べる．
B．実験材料および方法
1、ウイルスおよび細胞培養
　ポリオウイルス1型Mahoney株は当教室保存の同株11）
を本研究の開始に当たりさらに3回目loningによリプラッ
ク純化した・このウイルスを0．058％グルタミンを含む
Eagle’s　MEM（血清不添加）を培養液としMS細胞で2回
増殖したウイルス感染液を3回凍結融解熱，低速遠心上清
を分注し，一20。Cに保存した．
　MS細胞およびHeLa細胞の培養には血清5弩，グルタ
ミン0．058％を含むEagle’s　MEMを用いた．
　免疫用ウイルス抗原には，上述のブラック純化したMa－
honey株ウイルスをHeLa細胞で2回増殖して使用した．
2．　PlaqUe　assay
　直径70mmのシャーレに単層培養されたMS細胞を用
い，ウイルス各稀釈当たり2枚のシャーレに各0．4m♂つつ
接種し，室温1時間吸着後，Bacto－agar（1．1％）を含む抗
生物質・グルタミン加Eagle’s　MEM　8　m♂を重層する．
炭酸ガスふらん器（5弩CO2）中に37。C　2日間静置後，
0．01瑠Neutral　Red加二次重層液（Bacto－agarおよび抗
生物質を含むEagle’s　MEM）4m♂を添加し，37。C　6～8
時間放置した後，ブラックカウントを行った．
3。中和試験
　100plaque　forming　units（PFU）のウイルス液0．2　mJ
と，等量：の2倍階段稀釈した血清を混和し，370C　1時間次
いで4。C　18時間中和した後，前述のごとくplaque　assay
を行った・
　被検混和液のブラック数がウイルス対照のブラック数の
50箔の数を示す血清の最終稀釈倍数をもって血清のウイ
ルス中和抗体価とした．
4，ポリオウイルスMahoney株抗血清の作製
　上述のごとくブラック純化したMahoney株をHeLa
細胞で2回増殖し，その感染培養液を凍結融解して低速遠
心の後，上清を11，000×G，30分間遠心した．遠心上清は
Halonen　and　Huebner12）の方法に従いフルオロカーボ
ン処理2回行った後，一20。Cに保存した（感染価；1．6～24
×109PFU／mZ）．
　免疫には体重2．3～3．5kgの家兎を用い，実験開始前に
免疫原であるMahoney株に対する血清中和価がく4×で
あることを確認した．家兎は2群に分け第1群の5羽，第
2群の2羽にはそれぞれTable　l　aおよび1bの計画に従
い免疫を施行した．
　早期免疫血清については4×106PFUの感染価を含む
2mZのウイルス液を3～5日間隔で1～3回耳静脈より注
射するとともに免疫後の採血を行った．
　高度免疫血清の作製にあたっては，第1群（R1～5）には
各回6×108PFUの抗原量を，第2群（R6および7）には，
1．6～2，5×109PFUの抗原量を投与した．最終免疫より
9日後（即ち第1群では初回免疫後60日目，第2群では，
64日目）に採血し，血清分離派小分けして一20。Cで凍結．
保存した．なおR1～3については高度免疫のみを行った．
　以上の免疫計画と平行して，免疫期間の前後に同一環境
に飼育された9羽の非免疫正常家兎より採血し中和抗体価
の変動の有無を検討した．
5．2－Mercaptoethanol（2－ME）処理
　Svehag　and　Mande113）の方法に準じた．すなわち抗血
清と等量の0．2M2－MEを混和して4。C　24時間反応させ
た後，透析した検体量をPBSで原量に補正して，これら
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　　　　　　Table　l
a．R1－5（Group　I）
50ん6ぬ♂8げ珈ηZ観照α’ガ0π厩0∫即8η㎎う醸3疵漉1臨ん0π砂τ伽5
volume　and
lnfectivity　of
lmmunogen
days　of　injection
days　of　bleedin奮
days　post－immunizatlon＊
0 5101517212428313437445160　　　　　　　　（0）　（4）　（7）　（11）　（14）　（17）　（20）　（27）　（34）　（43）
4×106　　　　　〃　　　　　〃PFU／2　mZ
　　！！／
6×108　　　　　〃　　　　　〃　　　　　〃PFU／3　m♂
　　／！／！
〃
工
〃　　　　　〃　　　　　〃　　　　　〃
！／！！
／「 ↑ ↑ ↑ 「「
b．R6　and　R7（Group　II）
volume　and
infectivity　of
lmmunogen
days　of　injection
days　of　bleeding
days　post－immunization
0 4 7 11　　　　13　　　　19　　　　25　　　　31　　　　41　　　　48　　　　55　　　　64
　　　（0）　　（6）　　（12）　　（18）　　（28）　　（35）　　（42）　　（51）
4×106
PFU／2　m♂
↓
〃
⊥
1．6×109　　　　　　2．5×109
PFU／mZ　”　PFU／mZ　”
⊥　⊥　⊥　⊥
〃
上
〃
／
↑ ↑ ↑ 「『 τ ↑
　Neutralizing　titers　before　immunization　of　a11　the　rabbits（Nos．1－7）against　Mahoney　strain　were
　＜4×．
＊　Days　post－immunization　indicate　days　after　initial　immunization，　and　the　figures　in　parentheses
　show　days　after　the　initiation　of　large　dose　immunization，
を2倍階段稀釈して中和活性の測定を行った．対照として
抗血清と等量のPBSの混和液を同様に処理し中和活性を
測定した．
6．動物血清
　Mahoney株に対するインヒビター検索のための動物血
清は正常なウマおよびウシから採血し，一200Cに凍結保存
したものを使用した．
7．インヒビター抵抗性株の作製
　詳細は既報7）にゆずるが，作製方法の大略は以下のごと
くである．
　Mahoney株105・o　PFUを等量のウマインヒビター血清
と混ぜ37。C　1時間，4。C　18時間中和後MS細胞に接種し
細胞変性効果（CPE）が発現するまで37。Cで培養を続け
た・感染培養液は凍結融解後，同様に6回インヒビター血
清による中和とMS細胞での増殖をくり返した．3回
cloningによりブラック純化した抵抗株はMS細胞（血清
不添加）で2回増殖し，1！，000×G30分間遠心後の上清を
さらに100，000×G200分間高遠心して300倍に濃縮した．
濃縮ウイルス（1010～1011PFU）は次の吸収実験に用いるの
に先立ち，15ワットの東芝殺菌燈の下33cmの距離で
15分間紫外線照射を行い，ウイルスの抗原性（N抗原）を
保持しつつその感染性を殆んど不活化した．
　この様にして特異性の異なる5種のウマ血清インヒビ
ターのそれぞれに抵抗性の5種の抵抗性変異Mahoney株
（M－HN31，　M－H　33，　M－H　520，　M－HS　77，　M－HN　11）を
作製した．また本報成績中に述べる新たな特異性を有する
ウシ血清インヒビターに対する抵抗性変異株も同様に（た
だしインヒビターによる中和と細胞内増殖は9～10回行っ
た）作製した・
8．異なる特異性を有する抗体（monospecif丑。　antibody＞
　　の調製
　Mahoney抗血清を各種抵抗性変異株で吸収し，特異性
の異なるmonospeci丘。抗体を作製した・方法は既報9）の
通りであるがその大略を以下に記す．Mahoney抗血清
1容と上述の軽度紫外線照射により不活化した各種抵抗性
変異株の濃縮ウイルス液9容を混和した後，37。C　1時間次
いで4GC　3日反応させた．反応液の低速遠心後，上清約
0．3m♂を3．7　m1の庶糖密度勾配（10～40箔）上に重：伸し，
RPS　40ローターを用い35，000　rpm　3時間（日立55　P）遠
心した後，検体表面より0．5mZつつ分画採取し，各分画中
の非反応性の残存抗体活性を測定した．
　吸収に使用したインヒビター抵抗性株，例えばM－
HN　31で抗血清を吸収して得た抗体は，　M－HN　31を中和
しないがMahQney原株に対する中和活性を有しており，
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この様な特異性を有する抗体をHN　31抗体と名づけた・
以下同様に，M－H　33，　M－H　520，　M－HS　77，　M－HN　11に
よる抗血清の吸収により，H33抗体，　H520抗体，　HS　77
抗体，HN　11抗体を作製した・
　対照として抗血清をウイルス液のかわりにPBSで同様
に処理して遠心分画を行い，中和活性を測定した・
C．成 績
Table　2　Cro∬一N％π‘歳磁。η御‘オ競げπ伽ら・
　　　　　ρプゆα7β4匪B18267朋彦α彫α加lo疏θア
　　　　　勿痂館。アvθ5∫5渉α窺η3％彪泓∫げ1晩ゐ。η鯉
　　　　　5彦π乙勿　0プ忽π　面漉ガη8”ZOη0ゆθσ哲6
　　　　　αη虎ろ。読85
1．新たな特異性を有するインヒビターの検出と
　　対応するmonOspecific抗体の作製
　当教室のUrasawaら9）により，　Mahoneyウイルス中
和反応において互いに異なる特異性を有する5種類のイン
ヒビター（HN31，　H　33，　H　520，　HS　77，　HN　11）の存在が
確認されている．以上は全てウマ血清由来のインヒビター
であるが，抗血清中に含まれている抗体成分の特異性をよ
り詳細に検討するために新たな特異性のインヒビターの検
出とその抵抗性変異株の作製が必要とされたため，主とし
てウシ血清について先ずこの点を検討した・
　北海道各地より採取した425頭のウシ血清および200頭
のウマ血清について，10倍血清稀釈でスクリーニングを行
いMahoney株のブラック数を10％以下に減少させる高
い活性を有する84例の血清を選出した。次にこれらの血
清について，実験材料および方法欄に記した5種類のイン
ヒビター抵抗性変異株と特異性の異なる5種類の抗体成分
に同時抵抗性の変異株14）（M－HN31　ab－H33　ab－H　520　ab－
HS　77ab－HNll　ab）を用いてその中和価を測定した・そ
の結果，用いた6変異株とMahoney原株を同様に強く中
和する（中和価＝≧512x）7血清が得られたため，以下こ
れらの血清を用いてそれぞれに対する抵抗性変異株を作
製した．現在までに3株の変異株（M－B1826，　M－B1927，
M－HS　70）が得られているが，その1つM－B　1826株は従
来の5変異株と異なる新しい変異株と考えられた．
　以下M－B1826株の性状を簡単に示す．　Table　2はMa－
honey抗血清を従来の5変異株で吸収して得た5種類の
抗体と従来の5変異株ならびにM－B1826株間の交差中和
試験の成績を示しているが，M－B1826株はいずれの特異
抗体によってもMahoney株同様に中和されている．そこ
で次に本ウイルスを用いて，Mahoney抗血清を吸収し，
吸収されずに残存する抗体の特異性をみるとTable　3の
ごとくで，この様にして得られたB1826抗体（Mahoney
抗血清をM－B1826株で吸収した残存抗体を既報9）の命名
に従い，B1826抗体と名づける）は吸収に用いたM－B1826
以上の株を同程度に中和している．以上のTable　2およ
び3の成績はB1826抗体がこれまでに得られている5種
類の抗体とは異なった特異性を有する抗体であることを示
Virus
strains
tested
Mahoney
M－HN31
M－H33
M－HS77
M－HNll
M－H520
M－B1826
monospeci丘。　antibody
HN31ab＊H33ab　HS77ab　HNllab　H520ab
128
＜4
128
128
64
128
128
128
128
＜4
64
128
128
256
64
64
16
＜4
64
32
64
64
64
32
64
＜4
64
64
16
　8
　8
16
　8
＜4
16
　Numerals　show　neutralizing　antibody　titers．
＊　HN31ab．，　etc．；HN31　antibody，　etc．
Table　3　ハ尾月2ηZ詑α孟ガ。η7”θα‘’ぢ。πげB1826αη励04γ
　　　　　籠目ん0プ忽襯♂1肱ん0履yαη4ぽ‘5勿配臨0匹
　　　　　7－85f5’α漉5’7u勿5
Virus　strains B1826　antibody＊
Mahoney
M－HN31
M－H33
M－HS77
M－HNll
M－H520
M－B1826
128
128
256
256
128
128
く4
＊　This　antibody　was　obtained　by　absorptiQn　of
　Mahoney　antiserum（R2）with　M－B1826　strain．
　Numerals　show　neutralizing　antibody　titers．
し，従ってM－B1826株は従来のものとは異なる新しい変
異株と考えられた．なお，新たな特異性を有するインヒビ
ター選出と抵抗性変異株作製の詳細な報告については別の
機会にゆずる．
　以上の成績に基づき，本報においてはM－B1826株を含
む6変異株を用いて抗血清の吸収実験を行い，抗血清中の
抗体の構成を検討した．
IL　抗血清の作製と特異性の検討
　1．非免疫対照家兎における中和価の変動
　家兎に対する免疫を開始するに先立ち，実験論境内で免
疫期間中に免疫原以外の抗原の感作によりポリオウイルス
に対する中和価の変動が起るか否かを調べるために，次項
に述べる免疫実験の開始約1週間前に体重の等しい9羽の
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rabbit
R8　Rg　R10　Rll　R12　R13　R14　R15　R16
翻溜留、婁｛偶unセation・
at　the　end　of　immunization　　　　　　　　　　　　　　　　　　4experinlent（Sept．5th’74）
4
8
4　　＜4　　＜4　　＜4
4　　＜4 4　　＜4
4
4
4
4
＜4
〈4
Numerals　show　neutralizing　antibody　titers．
．家兎より採血し，さらに免疫実験の終了1週間後に採血し
て血清の中和活性を測定した．
　結果はTable　4に示す通りで，各家兎についての免疫
前後の中和価は全て測定誤差の範囲内で一致しており，免
疫期間中に中和価を上昇させる様な免疫原以外の因子は働
かなかったと考えられる・
2．免疫の経過と抗体の産生
　先に記したごとく，第1群中の2羽R4とR5について
は比較的少量の抗原量で3回，引ぎ続いて大量の抗原を用
いて9回免疫し，この間免疫早期血清として3回，高度免
疫血清として2回採血を行った・R1～3は大量抗原の注
射のみを行い高度免疫血清のための採血を行った．
　第2群は高度免疫血清の力価およびその特異性に対する
Tahle　5
抗原量の影響を検討するために設けた群であるが，R6で
は少量抗原を1回注姦，1回採血し，R7では2回注射2回
採血を行った．大量抗原による免疫は6回行い，この間
4回の採血を行った・
　免疫経過中の各時期の血清について中和抗体価を測定し
た結果をTable　5　aおよび5bに示した．
　第1群および第2群の免疫後期血清の抗体価を比較する
と，第1群は大量抗原9回接種にもかかわらず4～13万倍
の中和価を示し，第2群は6回の接種であるが32万倍に
達していることが注目される．第2群の兎に対する各回の
接種抗原量は第1群に比し3～4倍多量であり，この様な
抗原量の相違が抗体レベルに影響したものと考えられる．
　また第1群および第2群を代表する各1羽の家兎（R5
N盈彦πz傭勿9αη励04yオ漉ブ頁π疏8‘0祝解（ゾ勿Zノη朔詑α’ガ0π
げ58η8π7αろ砒∫
a，R1－5（Group　I）
rabbit
Rl
R2
R3
R4
R5
days　post－immunization
P「e㌦ 5 15 44
（27）
60
（43）
〈4
＜4
＜4
〈4
＜4
1024
512
（＜8）＊
8192
4096
（＜8）＊
3．2×104
1．6×104
1．6×104
3．2×104
6．4×104
（3．2×104）＊
　8×104
　8×104
　4×104
12．8×104
12．8×104
b，R6　and　R　7（Group　II）
rabbit
R6
R7
days　post－immunization
P「e一・ 4 11 19
（6）
25
（12）
48
〔35）
64
（51＞
〈4
＜4
512
（〈8）＊
128
＿＊＊
512
3．2×104
（1600）＊
6，4×104
16×104
（8×104）＊
16×104
32×104
32×104
32×104
（32×104）＊
32x104
＊Neutralizing　titers　of　R5　and　R6　after　the　treatment　with　2－ME　are　indicated　in　the
　　parentheses．
＊＊　Bleeding　not　done．　For　other　explanations，　see　footnotes　i且Table　1．
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およびR6）の2－ME感受性試験の成績から4×106　PFU
程度の抗原量の注射では2－ME感受性のIgM抗体のみが
産生され，6×108PFUのごとき大量の抗原の注射により
始めて2－ME抵抗性の（多分IgG）抗体が産生されること
がわかる．
　R6において大量抗原1回注射後6日目に採取した血清
中の抗体は，大部分が2－ME感受性抗体であるが一部に抵
抗性の抗体活性も含まれる（2－ME処理後1，600×の中和
活性が残存する）ことから，この時期はIgM抗体よりIgG
抗体産生への移行期に相当すると考えられる．
　3．個体による高度免疫血清中の抗体構成の相違
　次に，第1群5羽，第2群2羽計7羽の家兎から大量抗
原による免疫完了の後，最後に採取した血清を用いて各
抗血清中に含まれる抗体の特異性を解析した．すなわち
monospecl丘。抗体調製の際と同様に各抗血清を紫外線照
射した各種インヒビター抵抗株で吸収し，薦糖密度勾配遠
心後0．5mZつつ分画採取した．　MahQney原株を用いて各
分画の中和活性を測定し，最高およびこれに次ぐ活性を有
する分画の中和価の和を求めTable　6に示した・
　一見して明らかなごとく，高度免疫血清中の抗体の構成
は家兎の個体により大いに異なり，R2の抗血清中には特
異性の異なる6種の中和抗体成分の全てが検出された．そ
れに対してR5，　R6，　R7については6種の抗体成分のう
ちいずれか1種の抗体成分が検出されず，R1およびR3
は2種の抗体成分が，R4では3種の抗体成分が我々の用
いた方法で検出不能であった．
Table　6Coηψo∫漉。ηげ7ηoηo幼8c麺。απ励。読θ∫加5鷹（ゾ58肥η7励侃∫ゆ8プ
ωηψZ6彦∫0ηげ二軸Z％ηゴZ磁0π珈漉伽召’θ♂058げ！瞼hoπの麗π‘5
rabbit
Rl
R2
R3
R4
R5
R6
R7
neutralizing　antibody　titers　against　Mahoney　strain
whQle　serum　HN31ab．＊　H33ab．HS77ab．　HNllab．　H520ab．　B1826ab．
　8×104
　8×104
　4×104
12．8×！04
12．8×104
32×104
32×104
384
！536
128
256
768
　40
512
128
1024
128
576
640
576
　12
32
320
＜8
く8
40
64
16
＜8
144
24
＜8
80
＜8
256
＜8
16
＜8
＜8
　8
　8
＜8
40
384
16
40
＜8
80
16
　AO．03　mZ　of　serum　absorbed　with　O．27　mZ　of　each　inhibitor－resistant　Mahoney　straill　was
　fractionated　by　sucrose　density　gradient　centrifugation，　and　the　neutralizing　titer　of
　unabsorbed　antibody（monospeci丘。　antibody）was　measured　using　the　original　Mahoney
　strain．
＊　HN31ab．，　etc．：HN31　antibody，　etc．
　また調べた7羽の家兎抗血清が各特異抗体を含有する頻
度をみると，HN31抗体およびH33抗体は全ての抗血清
に含まれ，B1826抗体はR5を除く全ての抗血清中に，
HS　77抗体は7羽中5羽に，　HN　11抗体は7羽中4羽に，
H520抗体は7羽中3羽の抗血清にのみその存在が認めら
れた．さらにこの含有頻度に平行して，HN31抗体および
H33抗体は概してその力価も高く多量の抗体が含まれる
と考えられたが，B1826抗体，　HS　77抗体，　HN　11抗体は
．前者に比して力価が低く，H520抗体は含有される頻度が
最低であると同時にその力価も最も低い場合が多かった．
　免疫に用いた抗原量と抗血清中の特異抗体の構成の間に
は明瞭な関係はなく，比較的大量免疫されたR6，　R7でも
特定の抗体の産生が無かったのに対し，比較的少量免疫
された第1群の中にも非常に多様な抗体を産生したもの
くR2）と単純な抗体の構成を示すもの（R4）とがあった．
　なお，R2およびR5については抗血清とインヒビター
抵抗株を反応させるかわりに，抗血清にウイルスと同量の
PBSを加え，同様に遠心分画を施した対照実験を行った。
各分画の中和価を測定した結果，R2血清で最高の活性を
示す2分画の中和価の和は4096，R5では8！92となり，
Table　6中の特異性の異なる6種の抗体はこれら血清中の
全抗体活性のそれぞれ約50％および20％を占めると計算
されるが，本方法による中和価の測定が2倍程度の誤差を
含むことを考えると，この値は単なる参老程度とみなすべ
きであろう．
　4．免疫の経過に伴う抗血清の組成の変化
　次に免疫計画の第1群および第2群に属し，かつ前述
Table　6の実験成績で比較的多様な抗体を含むことが判明
したR5およびR6の2羽の家兎について比較的免疫早期
の抗血清中の抗体構成を調べ，免疫の経過に伴う抗血清の
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Table　7Cゐαη9’85fη607妙05説0πげη0π0ゆβ0顔0απ励。読θ∫勿αη’ガ3θ㍑癖彦11
オ∫ηz8⑳θr伽77z槻詑αオピ。ηげ伽07門αろう露∫
a，the　case　of　R5
neUtralizing　titerS
of　sera　collected
at　indicated　days
serum　volumes
used　for　absorp－
tion　experiment
皿onospeci且。　anti－
bodies　and　their
neutralizing　titers
days　post－immunization
5
512
0．15mZ
HN31
＜4
H33
32
開号野被
く4 ＜4 〈4
15
4，096
0．1mZ
HN31
12
H33
320
怒号罫
＜8 ＜8
H520
＜8
B
！826
＜8
60（43）
128，000
0．03m♂
HN31
768
H33
640
HS
77
40
HN11
80
H520
8
B
1826
＜8
b，the　case　of　R6
neutralizing　titerS
of　sera　collected
at　indicated　days
seru工n　vOユurnes
used　fQr　absorp－
tion　experiment
皿onQspeci石、c　anti－
bodies　and　their
neUtralizing　titerS
days　post－immunization
4
512
0．15mZ
HN31
12
H33
16
HS
77
〈4
HN　　H
11　52G
8 〈4
19（6）
32，000
0．03m♂
HN31
48
H33
80
HS
77
＜8
HN11
80
H520
8
B
1826
32
64（51）
320，000
0．03m♂
HN31
40
H33
576
HS
77
64
HN11
〈8
H52G
8
B
1826
80
組成の変化について検討した．
　R5は少量：抗原（4×106　PFU）で初回免疫後（免疫開始
5日後），および更に同量2回追加免疫後（免疫開始15日後）
に採血した血清について，R6は少量の抗原で初回免疫後
く免疫開始4日後），および更に大量抗原1回注射後（免疫
．開始19日後）に採血した血清について同様に各種抗体の力
価を測定した．
　Table　7　aおよび7bはこれらの成績とTable　6中の
R5およびR6の最終採血時の血清についての成績を一括
表示したものである．R5では5日後の2－ME感受性（前
述）の早期血清はH33抗体のみを含み他の抗体は検出さ
れず，15日後の同じ2－ME感受性の抗血清中には比較的
多量のH33抗体と共に少量のHN　31抗体が見出された・
しかし，さらに大量頻回の追加免疫により抗体の組成は多
様化し免疫終了時の抗血清はB1826抗体を除く5種類の
抗体の全てを含んでいた．
　R6についてみると，免疫開始4日後の早期血清（2－ME
感受性）中に既にHN31，　H33，　HN11の3種の抗体成分
1が見出され（血清量不足のためB1826抗体については検討
し得なかった），大量抗原1回免疫後の抗血清（大部分2－
ME感受性，前述）中にはHS　77抗体を除く全抗体の存在
が確認された．ただし大量抗原を追加免疫した後，最終的
に得られた抗血清（2－ME抵抗性）の抗体の構成は前者と
やや異なり，HS　77抗体の新生がみられた一方，　HN　11抗
体の活性は消失した．ちなみに免疫後19日目の血清中に
含まれていたHN　1！抗体活性は2－ME感受性であった．
　本実験においても，HN31およびH33の両抗体は他の
抗体成分に比し，免疫後比較的早期に出現しかつ高い力価
にまで反応する傾向を有することが認められた．
D．考 察
1．抗血清を構成する抗体成分
　ウイルス粒子の抗原構造に関しては，種々のウイルスに
ついて多くの研究がなされている．植物ウイルスの1種で
あるタバコモザイクウイルス（TMV）についてはその構造
が古くからよく研究されており，既にその一次構造の決定
されたウイルス蛋白構成アミノ酸のうちC末端の数個が
抗原決定基の1つとして重要とされている4）．動物ウイル
スについては，この様な詳細な成績は得られていないが，
近年インフルエンザウイルスについては抗血清の吸収実験
によりウィルスの抗原性を規定するhemagglut玉nin分
子上に少くとも2種の異なる抗原決定基（‘speci且。’and
‘common’determinants）の存在が報告されている15＞・
また口蹄疫ウイルス（FMDV）についてBrown　and
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S皿ale16）は電顕的にウイルス粒子表面に3種目異なる抗
体結合部位の存在を示唆している．
　TMVなど一部の例を除き，ウイルスの抗原性について
の多数の研究にもかかわらずその解析が殆んど進んでいな
い理由として，動物ウイルスの複雑性のためその表面抗原
の構造が未だ殆んど不明であること，およびこれに関連し
て，ウィルスの複雑な抗原を構成する抗原決定基を互に区
別する方法がないことがあげられる．我々は，たまたま動
物血清中に存在しポリオウイルス抗原の一部と偶然の反応
性を有する血清因子（poliovirus　inhibitors）を見出し，
これらに対して作製した一連の抵抗性変異ウイルス株を用
いることによりこの困難を打開しようと試みた9・11）．
　本研究では今までに確認されている6種類のインヒビ
ター抵抗性変異株で家兎Mahoney抗血清を吸収すること
により，異なる特異性を有する6種類の抗体を得ることが
できた．また家兎の個体別の検討から，家兎抗血清のある
ものはこれら6種の抗体の全てを含み，他は1～3種の抗体
を欠如していることが知られた．しかしながらMahoney
抗血清が最終的に最大何種類の異なる抗体により構成され
るかについては明らかでない．前述のR2およびR5に関
する試算により得られた数値（全抗体活性に対する既知の
抗体活性の割合はR2が50弩，　R5が20鬼）はこれらの抗
血清が上記6種類以外にさらに異なる特異性の抗体を含む
ことを示唆しているとも考えられる．いずれにしても抗血
清中に少くとも6種の抗体が存在する事実は，Mahoney
ウイルス表面におけるこれらのそれぞれに対応する抗原決
定基の存在を示唆し，Mahoneyウイルスひいては腸内ウ
イルス全般についてその抗原構造の複雑多様性を示してい
ると考えられる・
2．免疫原の量と産生される抗体
　ポリオウイルスを家兎に免疫して7SIgG抗体の産生を
惹起させるためには，一定量以上の抗原の投与を必要とす
る．本実験ではMahoneyウイルス抗原の少量免疫（4×
106PFU）では，2－ME感受性（lgM）抗体しか産生されな
かったが，大量免疫（6x108　PFU以上）を施行することに
より始めて2－ME抵抗性の（多分IgG）抗体が産生された
（類似の大量免疫により作製された抗血清が主としてIgG
抗体を含むことは既に確iかめられている17阿19））・このこと
はSvehag　and　Mande120）の成績を確i堕したもので，彼
等は106・5PFU程度のポリウイルスの1回注射により一
過性の19S抗体の出現をみるが，7S抗体の産生には少な
くとも107・5～108・oPFU程度のウイルス量が必要である
と述べている．さらに本研究において，Table　5　bに見る
ごとく大量の抗原を注射された家兎（R6）の6日目の血清
が，32，000×の高力価を示し，その大部分が2－ME感受性
（19S）抗体であったのに対し，12日目の血清の中和活性の・
大部分は2－ME抵抗性（7S）抗体であったが，これは前述
の著者らが少量の抗原の免疫では19S抗体の産生は一過
性である（4～5日で止む）が，大量の抗原による免疫では
先ず比較的長期間持続する高力価の19S抗体の産生があ
り，遅れて7S抗体が徐々に産生されてくると述べている
ことに符合する．
3．免疫の経過と抗血清の特異性
　種々のウイルスで動物を免疫した場合，免疫後の時間的
経過に伴い抗血清の特異性に変化がみられることが知られ
ている．以下代表的な2，3のウイルスについての研究結
果を述べる・
　FMDVについては，古くSkinner21）はウシの感染7日
目の血清は免疫に用いたウイルスとは異なる型のウイルス
をも同様に中和するが，21日目の血清は型特異的中和反応
を呈することを見出し，Brown　and　Graves22～24）｝よ0型．
ウイルスに属する数種の株を用いた実験で，ウシおよびモ
ルモットの早期血清（19S抗体）は寒天ゲル内沈降反応お
よび中和反応において免疫原以外の株とも反応するが，21．
日後の血清では交差反応の程度はかなり低かったと述べて
いる．
　これとは逆に，近年Cowan6・25）はA型ウイルス株
（strain　119）とその変異株を用いた研究で，モルモットの
早期（19S）抗体はゲル内沈降反応で両者を弁別できたが，
後期免疫血清（7S抗体）では両者は区別できなかったと報
告し，Wagner　and　Cowan％）は中和反応においてもモル
モット19S抗体は変異株を弁別する能力を有するのに対
し，モルモット7S抗体およびウシ血清中の19Sおよび
7S抗体はその能力を欠いていることを見出している．こ
の現象の説明として，Cowan6）はモルモットの7S抗体．
と結合するウイルス表面の抗原決定基はさらにいくつかの
小さな‘subdeterminant’に分かれ，モルモット19S抗体．
はこれらの‘subdeterminant’との反応性を有するため株
弁別の能力が高いとしている．
　いずれにしても，この様に研究者により異なる結果が得
られたことには，各実験に用いられたウイルス株により抗
原決定基が異なること，免疫に用いた動物により抗原構造．
への認識の仕方が異なることなどが関係していると考えら
れる．
　単純ヘルペスウイルス（HSV）については，　Hamparら
の一連の研究27川29）がある．彼らは1型および2型HSV
で家兎を免疫した実験で，中和反応においては早期（7日
目）IgM抗体および早期と後期（7週目）のIgG抗体に比
し，後期血清中に含まれるlgM抗体がよりょく両型の
HSVを弁別でき特異性が高いことを見出している29）．同
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こ口，HSVと構造的に類似したサイトメガロウイルスを
家兎に免疫した場合にも19S抗体は免疫に用いたウイル
ス株のみを特異的に中和することが知られている28）．これ
に関連してMiyamotoら30）およびHamparら7）はフェリ
チン結合HSV抗体を用いた電顕的研究により，早期およ
び後期のIgM並びにIgG抗体が異なるvirus－associated
antigensと反応することを見出しており，後期IgM抗体
の高い特異性はこの抗体がウイルス表面（envelope）の株
間の相違を反映する構造部分と特異的に反応するためと推
測される．
　同様に，19S抗体が7S抗体に優る特異性を有するとす
る成績は，抗原的に類縁のB群アルボウイルス株に対する
家兎抗血清を用い赤血球凝集抑制反応を行ったWestaway
31）の実験においても得られている，
　インフルエンザの抗原性ひいてはその血清反応に関して
は古くから多くの研究がなされている．Webster32）は
A型インフルエンザウイルスの抗原部位が単一の抗原決定
基より成るとの基本的考えに基づき，免疫早期血清は高い
avidityと低いspeci五cityを有するIgM抗体の大量と，
avidityが低くspeci丘cityの高い極少量のIgG抗体を含
むのに対し，免疫後期血清中のIgG抗体は早期IgM抗体
同様に高いavidityと低いspeci五cityを示すようになる
と述べている．Laverら5・15）はこれに対しA型インフル
エンザウイルス（H3N2）のhemagglutinin上には少なく
とも2種の抗原決定基（‘speci五。’and‘common’deterlni－
nants）が存在することを証明し，少量の抗原（A／Port
Chalnlers／73）の注射では家兎は主に‘speci丘。’determi－
nantsに対する抗体を産出し，血清は免疫に用いたウイル
ス株とのみ反応するのに対し，大量頻回の注射の後に得ら
れた血清は高力価の‘common’determinantsセこ対する抗
体の存在により免疫抗原のPort　Chalmersのみならず
Hong　Kong株とも強く反応するため両者を区別し難いこ
とを示した．
　以上述べた動物ウイルスの研究の多くは免疫早期および
後期血清，あるいはその中に含まれるIgMおよびIgG
抗体の血清学的反応性について検討したものであり，ウイ
ルスの抗原構造に関する（すなわちある特定のウイルス抗
原が何個の‘common’および‘speci丘。’determinantsよ
り成るかという）知識に乏しい現在，この様な方法による
研究にはおのずから限界があろう．これに対し本報の著老
の研究は，ポリオウイルス粒子上に6種類の抗原決定基を
区別し，免疫の経過に伴うこれらに対する抗体の産生状況
を検討したものである・
　多様な抗原決定基を含む複雑な抗原に対する免疫反応に
おいては，全ての抗原決定基に対して一斉に免疫応答が起
こるのではなく，そのうちの若干の抗原決定基に対して起
こり，いわゆるdominancy（優位性）とsequency（順位〉
の存在することが知られている4D・著者の研究においても
〔Table　6と7）HN　31およびH33両抗体は免疫した全て
の家兎で産生され，かつ比較的免疫早期より検出されてい
る。すなわちMahoneyウィルス粒子表面のHN31およ
びH33抗体に対応する抗原決定基はそのcon丘9uration
あるいは特徴的なアミノ酸組成などによって認識され易く
抗体を産生し易い傾向を有することが考えられる・
　免疫後の経過を追跡した2羽の家兎（R5，　R6）について
はH33およびHN　31抗体が出現した後，漸次他の抗体も
産生され，全経過を通じてみるとB1826抗体（R5）を除き
全ての抗体の産生がみられた．この事実は，同一抗原によ
る頻回の免疫を繰り返すうちにウイルス粒子上の比較的認
識され難い抗原決定基が次第に認識され，抗体を産生する
に至ったものと考えられる．
　上述の免疫後の経過に伴う各種ウイルスに対する免疫反
応については，報告者によりまた用いたウイルスによりや
や異なる成績が得られているが，このことも複雑なウイル
ス抗原を構成する複数の抗原決定基の免疫応答における
‘dominallcy’によって説明されるかもしれない．ウイル
スの株特異性を規定する‘speci丘。’determinantsのある
ものが抗体産生能の優れたいわゆる‘dominant’な抗原決
定基であり，一方‘common’determinantsの免疫原性が
低いとすると，免疫早期血清は主として免疫原に‘speci丘。’
の抗体を含み特異性が高いが，逆に‘common’determi－
nantsの抗体産生能が優れていて‘speci丘。’determinants
のそれが劣るならぽ早期血清の特異性は低いという結果に
なるのであろう．前述のCowa烈6・25）によるFMDVの実
験，Westaway31）によるB群アルボウイルスの実験，
LaVerら5）によるインフルエンザの免疫実験においては早
期（19S）抗体が概して高い特異性を示しているが，これは
前者の可能性を示唆していると考えられる．
　過去における我々の教室での結果17）から判断すると，
H33抗体はMahoney株と特異的に反応し，　HN11抗体
は広く他の1型ポリオウイルス株と反応する傾向がある・
すなわち，H33抗体に対応する抗原決定基はMahoney
株の‘speci丘。’determinantsの1つであり，　HN11抗体
のそれはいわぽ‘cQmnユon’determinantsの一部を成す
と考えられる・今回の著者の成績では，免疫早期血清のあ
るもの（R5）は相対的に多量のH33抗体を含み，従って
株特異的と考えられたが，他の家兎（R6）ではこの様なこ
とはみられなかった．
　以上，免疫の経過に伴い抗血清の特異性は必ずしも一定
の変化を示すものではなく，用いるウイルス，動物種，ま
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た同一の動物種においても個体により異なる反応を呈する
と考えるのが妥当であろう・
　一方，単純なハプテンに対して産生された抗体について
も，一般に早期の血清はa伍nityが低く，免疫の経過に伴い
よりa缶nityの高い抗体の出現してくることが知られてい
る1・33）．本研究においてMahoneyウイルス粒子上の同一
抗原決定基に対して産生された抗体についても，免疫グロ
ブリン分子種の相違により，あるいは同一分子種について
も免疫の経過によりa鐙nityの変化が起っていることが考
えられるが，この点については今後の検討に残されている．
4．抗体産生の個体差
　本研究ではMahoneyウイルスという同一抗原による免
疫に対して個体により産生される抗血清の組成が異なるこ
とが示された．個体により免疫応答に相違を生ずる理由と
しては，1）個体による栄養その他の生活環境条件の相違，
2）過去における種々の類縁抗原刺激に対する暴露経験の
有無，3）遺伝的な差異などを挙げることができる．この
うち今回の実験では，栄養・飼育条件などは家兎の各個歯
間で殆んど同一と見なすならぽ，主として過去の抗原への
暴露経験と遺伝上の相違が問題となる．
　従来種々の動物血清中にはポリオウイルス不活化物質
（インヒビター）の存在することが知られている34）．Svehag
35）は家兎血清中のインヒビターの性状を調べ，その多く
が19S（lgM）抗体であることを明らかにし，これをポリオ
ウイルスと抗原的に類似した物質により微量ずつ繰り返し
感作されることにより産生された抗体であると主張した．
この知見に基づき，著老は本研究の開始に当たり，予め多
数の家兎より採血し，その血清中和抗体価が検出レベル以
下（＜4×）の個体のみを免疫の対象に選定した．すなわ
ち，この操作により免疫に用いた動物が過去に免疫原（Ma－
honeyウイルス抗原）と類縁の抗原性物質に暴露された可
能性を否定しようと試みた．しかしながら，我々は以前に
免疫前の微量の抗体（中和価8～16x）の存在が免疫早期の
抗体の応答にかなりの影響を与えることを示唆する成績を
得ており，故にたとえ現行の測定法で抗体の存在を検出し
得なかったとしても，免疫動物が過去においてMahoney
抗原（多数の抗原決定基より成る）と部分的に交差反応を
呈する何らかの抗原刺激に暴露され，その免疫学的記憶を
有していた可能性を否定し去ることはできないであろう．
　一方，免疫反応における遺伝の影響については近年実験
動物を用いて多くの知見が蓄積されつつあり，特定の抗原
に対する免疫反応を規定する免疫応答遺伝子（lr－gene）2，36，
37）の存在も知られている，すなわち，マウスあるいはモ
ルモットではstrainの相違により同一抗原に対してもそ
の認識の仕方が異なり，それぞれ特有の特異性の抗体を産
生することが見出されている・今回実験に用いた家兎は，
random　breedingの結果個体毎に異なる複雑な遺伝子構
成を有すると考えられ，これが同一抗原に対する抗原認識
に影響を与え，産生抗体の特異性に影響した可能性は大ぎ
いと推測される．
　最後に今回の実験で免疫後の経過を追求した家兎の1羽
（R6）においては，免疫19日後の血清中にはHN　11抗体の
存在が証明されたが，最終回（64日目〉に採取した血清中
には同抗体は見出されなかった・なお19日目血清中の
HN　11抗体活性は2－ME感受性であった．すなわち，こ
の家兎（R6）は免疫ウイルス抗原上のHN11抗体に対応す
る抗原決定基を認識しこれと反応する19S抗体を産生し
ながら，同抗原決定基に対する7S抗体は産生しなかった
のではないかと推測される．Grumet38）およびMitchelI
ら29）は最近，一定のアミノ酸配列を有する合成ポリペプ
チド（（T，G）一A－L）に対するマウスの免疫反応を研究し，
resp。nder　strain（C3H．　SW　mice）はIgMおよびIgG
両抗体を産生し，nonresponder（C3H　mice＞はIgM抗
体のみを産生しIgG抗体は産生しないことを見ているが，
今回の実験におけるHN11抗体の産生にも類似の遺伝的
機序が関係しているのかもしれない．これらの点の解明に
ついては今後の研究にまたねぽならない．
E．結 語
　ウマ血清中に含まれるポリオウイルスインヒビターの存
在下でポリオウイルスMahoney株を継代培養すること
により，我々は現在迄に5種の異なるインヒビター抵抗性
Mahoney株を作成した．さらにこれらのインヒビター抵
抗性Mahoney変異株でMahoney株抗血清を吸収する
ことにより，中和反応において互いに異なる特異性を有す
る5種類の抗体を単離することに成功した．
　本皮ではウシ血清についてさらに新たな特異性を有する
インヒビターの検索を行うと共に，Mahoney株を家兎に
免疫して得た抗血清を用いて個体による抗血清の特異性の
相違の解析，さらに免疫経過に伴う抗血清の組成の変化に
ついて検討し以下の結果を得た．
　1．ウシ血清のスクリーニングにより，従来の5種類の
インヒビターと異なる特異性を有するB1826インヒビタ
ーを見出した．次いで本インヒビターに対する抵抗性変異
株によりMahoney株抗血清を吸収して，インヒビター
同様の特異性を有するB1826抗体を作製した．
　2．家兎にMahoneyウイルスを免疫した場合，比較的
少量（4×106PFU）の抗原投与ではIgM抗体のみが産生
され，大量抗原（6x108　PFU以上）による免疫で初めて
IgG抗体が産生されることを認めた．
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　　3．Mah．oneyウイルスを7羽の家兎に大量長期間免疫
して得た抗血清の抗体の組成．は個体により異なり，ある血
清（R2）は6種の抗体の全てを含んでいたが，3羽の家兎
（R5，　R6，　R7）より得た血清は6種の抗体のうちいず．れか
1種の抗体を欠いており，2．血清（R1，R3）は2種の抗体
を，残りの1血清（R4）は3種の抗体を欠如していた．
　　4．以上の成績および免疫経過に．伴う抗血清．の抗体組成
の解析から，HN　31抗体とH33抗体は早期より出現し力
価も高く，B1826抗体，　HS　77抗体およびHN　11抗体が
これにつぎ，対しH520抗体は最も産生され難い傾向が認
められた．
　　これらの成績はポリオウイルスの抗．原を構成する抗原決
定基の中には抗体を容易に産生し易いものと，し難いもの
とがあるが，頻回の免疫により後者に対する抗体も次第に
産生されるに至ることを示面していると闘えられる．
　稿を終るに当たり，実験および論文の作成に際し，種々
ご教示をいただきました衛生学講座，浦沢介子講師に感謝
．いたします．
　　なお，本論文の一部．は．第22回日本ウイルス学会総会に
おいて発表した．
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